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 〈背景〉 
自家軟骨細胞移植において、移植前に実施する移植片培養（三次元培養）は移植片（再生組織）の成熟化を
通して軟骨再生能を向上させる方法として報告されているが、その具体的な機序は未だ解明されていない。現
在、再生組織の成熟化を目的として分化誘導培地を用いた三次元培養が広く行われているが、培地種類に関す
る詳細な検討は行われていない。そのため、三次元培養法の確立において適切な培地の選定が課題とされてい
る。また、再生組織を構成する足場素材が軟骨細胞の分化や増殖と密接に関連することが知られており、新規
足場素材の検討は重要な課題とされている。 
〈目的〉 
各種培地を用いた三次元培養後の再生組織変化と、培地種類に応じた移植後の軟骨再生能を比較検討するこ
とで、三次元培養の意義やその機序を検証し、三次元培養における適切な培地選択の一助とすること。また、
軟骨細胞移植における新規足場素材 PuraMatrixTM（RADA）の有用性を検討すること。 
〈方法〉 
ヒト耳介軟骨細胞を 3点の細胞濃度（1x105、1x106、1x107cells/ml）でアテロコラーゲンに包埋し、4種類
の培地を用いて 3 週間の三次元培養を行った。DMEM/F12 を基礎培地とし、分化誘導培地では再分化誘導因子
として IGF-I を添加し、細胞増殖培地では 5％血清、FGF-2、インスリンを添加した。混合培地は細胞増殖培
地に IGF-I を添加しその相乗効果を期待した。再生組織を作製直後に in vitro 解析及びヌードマウス移植を
行う直接移植群と三次元培養後に解析及び移植を行う三次元培養群に分け、再生組織変化と移植後の軟骨再生
能を比較検討した。また、培養前後の再生組織における免疫原性や免疫反応抵抗性を評価する目的で、免疫正
常マウスにも移植し、移植早期における免疫細胞の侵入性や再生組織内の基質変化を検討した。同様にビーグ
ルにおいて三次元培養法を用いた自家移植実験を行い、三次元培養の臨床的な意義を確認した。また、従来再
生医療に用いられていたウシ由来アテロコラーゲンの代わりに新規足場素材である自己組織化ペプチドハイ
ドロゲル（PuraMatrixTM（RADA））を用いて同様の実験を行い、自家軟骨細胞移植における有用性を検討した。 
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〈結果〉 
アテロコラーゲンにおいて、三次元培養により基礎培地では脱分化及び異化作用の亢進（COL1A1、MMP-13
強発現）を認めたのに対し、分化誘導培地では良好な再生組織の成熟化（COL2A1 強発現、軟骨基質の蓄積）
を認めた。一方で、細胞増殖培地では成熟度は低いものの再生組織内の細胞生存性の増加（TUNEL陽性率低下、
PCNA 陽性率増加）を認めた。ヌードマウス移植では、基礎培地では軟骨再生能が低下し、分化誘導培地では
高細胞濃度においてのみ軟骨再生能の向上を認めた。細胞増殖培地では全ての細胞濃度で良好な軟骨再生能を
認め、ビーグル自家移植でも分化誘導培地を上回る軟骨再生能を認めた。混合培地では分化誘導培地と細胞増
殖培地の中間に位置する結果であり、増殖刺激と分化刺激の明らかな相乗効果は認められなかった。免疫正常
マウス移植では、基礎培地以外の三次元培養群でホスト細胞の侵入が外縁で留まり、移植 4週後も中心部に軟
骨細胞及び基質の残存を認めた。一方で、PuraMatrixTM（RADA）では基礎培地においても脱分化及び異化作用
が抑制され、明らかな細胞生存性の低下は認めなかった。ヌードマウス移植では、アテロコラーゲンとは異な
り基礎培地で三次元培養した再生組織においても軟骨再生能が向上し、16 週間の長期三次元培養後も良好な
軟骨再生能を保持していた。基礎培地以外における三次元培養後の軟骨再生能はアテロコラーゲンとほぼ同等
であった。 
〈結論〉 
三次元培養では過度の分化誘導を避け、増殖培地により細胞生存性の向上と適度な分化状態を実現すること
で、再生組織における軟骨再生能を向上させることが示された。また、PuraMatrixTM（RADA）は固有の基質シ
グナルが細胞生存性及び軟骨再生能の向上に寄与することが示された。 
